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Il cuore umano adulto possiede una riserva di cellule staminali, CD117 positive, che sono capaci di 
differenziare nelle tre principali linee cellulari cardiache, contribuendo al turnover cellulare.
In vivo, le cellule primitive cardiache sono circondate da uno specifico microambiente, costituito 
dalle diverse componenti della matrice extracellulare (ECM). Molti studi hanno dimostrato che 
l’alterazione  dell’architettura  dell’ECM,  tipica  del  rimodellamento  che  segue  l’infarto  del 
miocardio,  si  oppone  alla  rigenerazione  tissutale,  ostacolando  anche  il  successo  dei  diversi 
approcci  di  terapia  cellulare.  Per  tale  motivo,  negli  ultimi  anni,  sono  aumentati  gli  studi  di 
bioingegneria volti alla rigenerazione del miocardio mediante l’utilizzo di cellule in associazione 
con  diversi  biomateriali,  al  fine  di  ristabilire  un’architettura  tissutale  più  simile  a  quella  del 
miocardio sano. 
Lo scopo di questo lavoro è stato quello di chiarire,  in vitro,  gli  effetti  di  una ECM naturale 
(Cardiogel), ottenuta dalla coltura di fibroblasti isolati da cuori umani adulti normali e da cuori 
espiantati  per  insufficienza  cardiaca  post-ischemica,  sulla  biologia  delle  cellule  primitive 
cardiache  (CPC)  CD117 positive  (+)  anch’esse  isolate  da  cuori  umani  adulti  normali  e  post-
ischemici. Come dimostrato da analisi di immunofluorescenza e di immunoblotting, i fibroblasti 
normali sintetizzano una maggiore quantità di  laminina-2 rispetto ai  fibroblasti patologici,  che 
invece  sintetizzano  soprattutto  laminina-1;  inoltre,  dagli  studi  condotti  sulla  proliferazione  e 
sull’apoptosi,  in  vitro,  delle  cellule  CD117(+),  è  emerso  che  il  cardiogel patologico  stimola 
maggiormente  la  proliferazione  delle  CPC,  proteggendole,  allo  stesso  tempo,  dall’apoptosi. 
Dall’analisi  dell’espressione  delle  catene  integriniche  sulle  cellule  CD117  (+)  in  coltura  sul 
cardiogel, e dallo studio del blocco dell’attività di specifiche catene integriniche, è emerso che la 
proliferazione cellulare è associata all’espressione delle integrine α2 e β3, mentre la protezione 
dall’apoptosi è associata all’espressione delle integrine α6 e α2.
Sebbene resti ancora da studiare il comportamento delle cellule primitive cardiache CD117 (+) in 
associazione  con  una  matrice  tridimensionale,  questo  studio  dimostra  che  le  variazioni  nella 
composizione della ECM possono avere un ruolo importante nell’influenzare la biologia delle 
cellule primitive cardiache. 
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Quindi, poiché dalla composizione della matrice extracellulare può dipendere il destino delle CPC, 
risulta  evidente  che  qualsiasi  approccio  di  terapia  cellulare  e  di  bioingegneria,  volto  alla 
rigenerazione miocardica, non possa sottovalutare l’influenza del microambiente extracellulare.
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1. INTRODUZIONE
1.1. CELLULE STAMINALI NEL CUORE ADULTO
Recenti studi hanno dimostrato la presenza nel cuore umano adulto di cardiomiociti in divisione 
mitotica e ciò ha permesso di superare il vecchio paradigma secondo cui il cuore sarebbe un organo 
post-mitotico (1). 
La vera rivoluzione in ambito scientifico si è avuta con la scoperta nel cuore umano adulto di 
cellule staminali cardiache, individuate dall’espressione del recettore per lo  stem cell factor, c-kit, 
noto anche come CD117, che differenziandosi sono capaci di dare origine a progenitori e precursori 
dei cardiomiociti. I progenitori coesprimono tipici fattori di trascrizione, come GATA-4, Nx2.5 e 
Mef-2C,  mentre i precursori esprimono marcatori citoplasmatici come l’actina α-sarcomerica e la 
catena pesante della miosina cardiaca (2,3). 
Studi  in vitro hanno dimostrato che tali cellule staminali cardiache sono in grado di dare origine 
anche a cellule muscolari lisce e cellule endoteliali dei vasi sanguigni (3).
Recentemente è stato dimostrato, anche  in vivo, che le cellule CD117 (+) isolate da cuori umani 
adulti normali sono capaci di rigenerare tutte le strutture cardiache, quando iniettate nel miocardio 
infartuato di topi immunodeficienti o in ratti immunosoppressi (4).
La scoperta di cellule staminali CD117(+) nel cuore umano adulto ha suggerito la possibilità di 
rigenerare il miocardio attraverso la loro attivazione. Tuttavia nonostante la presenza di tale riserva 
cellulare, vari studi hanno dimostrato che dopo l’infarto del miocardio la rigenerazione avviene solo 
in una ristretta regione del ventricolo, ai bordi della zona danneggiata; il danno ischemico oltrepassa 
la  risposta  proliferativa  e  differenziativa  delle  cellule  staminali  cardiache,  così  che  lo  shock 
cardiogeno sopravviene (5,6). 
Nel tentativo di capire perché le cellule primitive cardiache non riescano a riparare il danno post- 
ischemico, deve essere presa in considerazione anche l’influenza del microambiente e delle diverse 
proteine della matrice extracellulare (ECM) sulle cellule staminali cardiache. 
In vivo, la ECM fornisce un substrato strutturale,  chimico e meccanico che è essenziale per lo 
sviluppo, la crescita, l'omeostasi e gli adattamenti alle condizioni fisiopatologiche del cuore. Infatti 
essa  riveste  un  ruolo  fondamentale  nel  processo  di  rimodellamento  cardiaco  che  fa  seguito 
all'infarto, con l'aumento di collagene e la formazione della cicatrice. 
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1.2. COMPOSIZIONE E FUNZIONI DELLA MATRICE EXTRACELLULARE CARDIACA
Nel cuore la ECM viene definita come una fitta rete che circonda e supporta cardiomiociti, capillari 
e  fibroblasti,  contribuendo all’integrità  strutturale  e  funzionale del  cuore.  Essa svolge  un ruolo 
importante nell’influenzare il comportamento cellulare, regolando, ad esempio, la migrazione, la 
proliferazione,  l’adesione  e  il  signalling  cellulare.  Pertanto  l’ECM non  può  essere  considerata 
soltanto  una  struttura  statica,  ma  piuttosto  un  complesso  sistema  di  interazioni  dinamiche  tra 
molecole della matrice, cellule residenti, proteine transmembrana e proteine del signalling.
L’ECM è costituita da una complessa rete di proteine strutturali (quali collageni e fibre elastiche) e 
di  proteine multiadesive (come la fibronectina e le laminine),  immerse in un ambiente ricco di 
proteoglicani e glicosamminoglicani.
La  capacità  delle  cellule  cardiache  di  sintetizzare  le  componenti  della  ECM varia  tra  un  tipo 
cellulare  e  l’altro.  I  cardiomiociti  producono  il  collagene  di  tipo  IV  e  VI,  la  laminina  e  i 
proteoglicani,  mentre  i  fibroblasti,  che  corrispondono  al  70%  delle  cellule  cardiache,  sono  i 
principali  responsabili  della  produzione  di  collagene  (tipo  I  e  III)  e  fibronectina  ed,  inoltre, 
attraverso la sintesi delle metalloproteasi (MMPs) e degli inibitori tissutali delle MMPs (TIMPs), 
regolano la degradazione e il turnover dell’ECM (7). 
Il collagene è la proteina fibrosa, non solubile, più importante e abbondante della matrice, esso 
comprende una famiglia di proteine correlate, ma geneticamente distinte, che condividono alcune 
caratteristiche  di  organizzazione  molecolare.  Nel  miocardio  sono  stati  identificati  sei  tipi  di 
collagene (I, III, IV, V, VI e VIII). 
Il collagene I e III, che rappresentano la quota più abbondante, sono responsabili del mantenimento 
della struttura tissutale e delle proprietà visco-elastiche del miocardio. I collageni I, III e V formano 
fibrille con una configurazione ad elica destrogira ed insieme costituiscono la matrice interstiziale. 
Il collagene di tipo VI è associato alla superficie laterale delle fibrille di collagene di tipo I e può 
unirle assieme formando fibre di collagene più spesse.
Il  collagene di  tipo  IV è  una molecola  insolita  in  quanto  è  composta  da  regioni  a  tripla  elica 
relativamente corte, separate da domini globulari che conferiscono flessibilità alla molecola. Queste 
molecole  vengono  assemblate  in  reticoli  simili  a  lamine,  formando  un  reticolo  fibroso 
bidimensionale che costituisce la componente basilare della lamina basale (8,9).
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Il  collagene di tipo VIII è espresso prevalentemente durante lo sviluppo cardiaco,  intervenendo 
nella formazione delle valvole cardiache, mentre nel miocardio adulto è presente a livelli molto 
bassi (10).
Le fibre elastiche sono meno numerose delle fibre di collagene, strutturalmente sono formate da una 
matrice  amorfa  centrale,  costituita  da  elastina,  attorniata  da  esili  microfibrille  di  fibrillina, 
organizzate in una disposizione altamente ordinata.  La caratteristica principale di queste fibre è 
l'elevata  elasticità,  e  nel  miocardio,  esse  sono  in  stretta  associazione  con  i  collageni  fibrillari, 
permettendo al  tessuto cardiaco di contrastare forze di tensione notevoli,  deformandosi,  per poi 
ritornare allo stato di distensione originario (11). 
La fibronectina è una proteina multiadesiva della matrice, la cui funzione principale è quella di 
ancorare le cellule alla ECM, ma essa controlla anche la forma delle cellule e l’organizzazione del  
citoscheletro; inoltre durante l’embriogenesi è fondamentale per la migrazione e il differenziamento 
cellulare. Tuttavia la fibronectina riveste un ruolo importante anche nel processo di cicatrizzazione, 
in quanto facilita la migrazione dei macrofagi e di altre cellule del sistema immunitario nell’area 
lesionata.
La fibronectina è secreta dalle cellule sottoforma di dimero solubile costituito da due polipeptidi,  
uniti a livello delle loro estremità carbossiliche mediante due ponti disolfuro. Sono state identificate 
almeno 20 differenti  catene  di  fibronectina,  tutte  generate  per  splicing alternativo  del  trascritto 
primario dell’RNA di un unico gene per la fibronectina. È stato dimostrato che ciascun polipeptide 
contiene sei  domini;  ogni  dominio,  a  sua volta,  contiene  sequenze  ripetute  che  possono essere 
distinte in tre tipi (tipo I, II e III). Le proprietà multiadesive della fibronectina dipendono dalla  
presenza,  in  domini  diversi  della  proteina,  di  siti  di  legame  ad  alta  affinità  per  il  collagene, 
glicosamminoglicani,  altre componenti  della  ECM e per le integrine,  recettori  specifici  presenti 
sulla superficie delle cellule. 
Il legame della fibronectina alle integrine è molto importante perché permette l’attivazione della 
fibronectina e la sua successiva organizzazione in fibrille. Diversi studi hanno dimostrato che la 
sequenza tripeptidica Arg-Gln-Asp (RGD) è il requisito strutturale indispensabile per il legame con 
le integrine cellulari. Man mano che l’assemblaggio procede, i dimeri di fibronectina formano corte 
fibrille, poi convertite in una densa rete di fibrille insolubili, che garantiscono un microambiente 
dinamico per le cellule (8,9,12).
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Le  laminine,  principali  costituenti  delle  membrane  basali,  appartengono  ad   una  famiglia  di 
glicoproteine. Ogni laminina è un eterotrimero formato da subunità α, β e γ, secrete ed assemblate 
per formare una molecola plasmata a croce che può legarsi ad altre macromolecole della ECM e 
creare interazioni cellulari uniche e scambievoli mediate prevalentemente dalle integrine, ma anche 
da  destroglicani  e  altri  recettori.  Mediante  tali  interazioni  le  laminine  contribuiscono  al 
differenziamento  cellulare,  alla  forma  cellulare  e  al  movimento,  al  mantenimento  del  fenotipo 
tissutale e alla promozione della sopravvivenza tissutale. 
Nei mammiferi sono state descritte cinque catene α, quattro catene β e tre catene γ, inoltre almeno 
tre delle catene della laminina (α2,  α3 e γ3) possono dare origine a varianti diverse per  splicing 
alternativo. Queste subunità si assemblano per formare quindici varianti note di laminina. 
La maggior parte delle membrane basali esprime almeno una laminina e, recentemente, ad ognuna 
di esse è stato assegnato un numero che identifica univocamente la composizione della proteina.
Le laminine compaiono durante le fasi iniziali dello sviluppo embrionale e, successivamente,  si 
distinguono in una larga varietà di isoforme tessuto-specifiche.
Nel cuore le laminine più importanti sono due: la laminina 1 (α1,  β1,  1) espressa maggiormente 
durante la prima parte dell’embriogenesi; la laminina-2 (nota anche come merosina) (α2, β1, 1) che 
garantisce la giusta organizzazione strutturale dei cardiomiociti. (7, 13,14).
La  corretta  funzionalità  cardiaca  si  basa  sulla  trasmissione  di  forze  tra  i  cardiomiociti  e 
l’impalcatura dell’ECM. L’interazione di queste componenti è garantita dalle integrine, una famiglia 
di  recettori  trasmembrana  che,  ancorando  le  proteine  del  citoscheletro  alla  ECM,  mediano  un 
signaling  bidirezionale  a  ridosso  della  membrana  plasmatica.  Le  integrine  sono  recettori 
eterodimerici, costituiti da una subunità  α e  β. Sebbene siano state identificate 18 subunità  α e 8 
subunità  β,  nel  miocardio  sono  presenti  soltanto  un  a  ristretta  sottopopolazione  di  recettori 
integrinici (15,16). 
1.3.  COMPOSIZIONE  E  FUZIONI  DELLA  MATRICE  EXTRACELLULARE  NEL  CUORE  
PATOLOGICO     
Il rimodellamento miocardico, che segue la cardiomiopatia ischemica, è un complesso meccanismo 
che coinvolge uno svariato numero di molecole e fattori cellulari. Esso per definizione corrisponde 
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all’alterazione della forma, delle dimensioni e della funzione dei ventricoli, sia nella zona infartuata 
che nelle aree non interessate dall’infarto (17). 
È noto che una ECM ben organizzata,  con un’adeguata espressione spazio-temporale  delle  sue 
componenti proteiche, è indispensabile per la corretta formazione e funzione d’organo (14). 
Lo sviluppo della cardiomiopatia ischemica, così come la sua progressione verso l’insufficienza 
cardiaca, sono accompagnati da drastiche alterazioni sia a livello cellulare che nella composizione e 
nella struttura della ECM.
Gli eventi  cellulari  e molecolari  coinvolti  nella risposta riparativa del  rimodellamento cardiaco, 
possono essere divisi in tre fasi tra loro sovrapponibili: la fase infiammatoria, la fase proliferativa e 
la fase  maturativa. 
Durante la fase infiammatoria, la morte dei cardiomiociti e il forte stress ossidativo che si genera in 
seguito  all’evento  ischemico  innescano  diversi  pathways che,  convergendo  sull’attivazione  del 
Nuclear  Factor-kB (Nf-kB),  inducono  l’espressione  di  citochine,  chemochine  e  di  molecole  di 
adesione,  responsabili del reclutamento leucocitario nel sito ischemico. Le citochine infiammatorie 
stimolano  l’attivazione  di  numerose  MMPs  che  degradano  l’ECM;  mentre  l’aumento  della 
permeabilità  capillare  induce  la  fuoriuscita  del  fibrinogeno  e  della  fibronectina  plasmatica  che 
formano  una  matrice  provvisoria  a  supporto  della  migrazione  e  della  proliferazione  di  cellule 
leucocitarie, fibroblasti e cellule endoteliali (18). La degradazione dell’ECM cardiaca, a sua volta, 
porta  alla  liberazione di  diversi  frammenti  proteici  a  basso peso molecolare con proprietà  pro-
infiammatorie  (19);  inoltre  le  stesse  MMPs  sono  capaci  di  modulare  direttamente  la  risposta 
infiammatoria processando citochine, chemochine e fattori di crescita (20). Una volta che l’infiltrato 
leucocitario  ha  ripulito  l’area  ischemica  dalle  cellule  necrotiche,  si  ha  la  transizione  alla  fase 
“proliferativa”,  associata  all’inibizione  dei  segnali  pro-infiammatori,  alla  deposizione  di  tessuto 
fibrotico e  alla  promozione dell’angiogenesi.  In  particolare  si  ha la  degradazione della  matrice 
provvisoria di derivazione plasmatica, e la produzione di una matrice di secondo ordine costituita 
prevalentemente da fibronectina, secreta dai fibroblasti e dai macrofagi reclutati nel sito di danno.
La tensione meccanica, l’attivazione del pathway del Trasforming Growth Factor-β1 (TGF-β1), e la 
deposizione  di  fibronectina,  in  particolare  della  variante  per  slicing  alternativo  ED-A, 
contribuiscono al transdifferenziamento dei fibroblasti in miofibroblasti (21,22).  I  miofibroblasti 
sono le cellule protagoniste del processo ripartivo, infatti, attraverso la sintesi di collageni fibrosi, 
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sono responsabili della formazione della cicatrice che stabilizza la parete ventricolare e, inoltre, le 
capacità contrattili di tali cellule contribuiscono a ridurre l’espansione dell’infarto (23).  La fase 
maturativa, invece, è caratterizzata dalla riduzione del numero di miofibroblasti attivati e di cellule 
endoteliali,  attraverso  l’innesco  di  pathways apoptotici,  ed  è  associata  alla  maturazione  della 
cicatrice  fibrotica  mediante  la  formazione  di  legami  crociati  tra  le  fibre  di  collagene.  Questo 
fenomeno determina la formazione di una cicatrice fibrotica priva di attività metabolica e con una 
maggiore rigidità che conferisce all’infarto resistenza meccanica.
Sebbene il collagene sia la proteina maggiormente prodotta durante la fibrosi ripartiva, esso non è 
l’unica proteina a regolare il rimodellamento cardiaco. Un ruolo importante è svolto da proteine 
quali  la  laminina,  la  fibronectina  e  le  proteine  matricellulari,  la  cui  espressione  aumenta 
notevolmente nel miocardio post-ischemico. La laminina e la fibronectina incrementano il processo 
infiammatorio  generando  peptidi  ad  elevato  potere  chemiotattico  ed,  inoltre,  intervengono 
nell’induzione  di  diverse  MMPs  (24-26).  Le  proteine  matricellulari,  quali  la  tenascina  e 
l’osteopontina, sono proteine accessorie, prive di funzione strutturale, che  regolano le interazioni 
cellula-matrice e partecipano alla corretta disposizione dell’ECM, soprattutto durante lo sviluppo 
embrionale.  Diversi  studi  hanno  dimostrato  che,  nel  rimodellamento  ventricolare,  tali  proteine 
guidano  la  deposizione  di  nuova  ECM  modulando  l’adesione  dei  cardiomiociti  alla  matrice 
neosintetizzata,  e  contribuiscono  a  limitare  l’espansione  dell’infarto  (27).  La  funzione  di  tali 
proteine  è  fondamentale  per  la  regolazione  degli  stadi  iniziali  del  processo  ripartivo,  tuttavia 
un’espressione prolungata è spesso dannosa, come dimostrato da studi che hanno correlato livelli 
sierici elevati di tenascina-C ad un eccessivo rimodellamento e ad una prognosi infausta (28).  
Benché il  rimodellamento cardiaco  si insaturi  come un meccanismo ripartivo che,  in seguito al 
fallimento dei fenomeni rigenerativi, è volto a rendere adeguata la gittata cardiaca, esso diventa un 
adattamento patologico, portando alla generazione di disfunzioni contrattili e, come ultimo stadio, 
all’insufficienza  cardiaca  (29).  Il  meccanismo  alla  base  di  tale  transizione  sarebbe  l’alterato 
equilibrio che si viene a generare tra le MMPs ed i relativi inibitori.  L’eccessiva attivazione delle 
MMPs  e,  quindi,  l’incontrollata  degradazione  delle  componenti  dell’ECM  che  ne  scaturisce, 
possono determinare effetti deleteri per la funzionalità cardiaca (30,31). Le MMPs, infatti,  sono 
enzimi  capaci  di  degradare  un ampio  spettro  di  substrati  proteici,  e,  di  conseguenza,  oltre  che 
compromettere  l’integrità  della  rete  di  collagene,  interferiscono  anche  con  la  capacità  dei 
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cardiomiociti  di  interagire  con  le  proteine  della  membrana  basale,  determinando  perdita 
dell’allineamento e dell’adesione cellulare (32).
Inoltre,  l’attivazione  delle  MMPs  innesca  un  circolo  vizioso  in  cui  la  degradazione  dell’ECM 
promuove la sintesi di una matrice la cui composizione differisce rispetto a quella del miocardio 
sano; si accumulano, infatti, proteine ossidate e maggiormente crosslinked che hanno un turnover 
più lento e che perciò favoriscono la formazione di un’impalcatura meno flessibile.
Lo sviluppo della fibrosi, quindi, provoca un aumento della rigidità miocardica con conseguente 
sviluppo  di  aritmie  ed  ostacola  l’eiezione  sistolica  rendendo  eterogenea  la  composizione  del 
miocardio. 
1.4.  BIOINGEGNERIA
Dopo l’infarto si assiste ad una generale compromissione del miocardio che determina l’instaurarsi 
dell’insufficienza cardiaca,  principale  causa di morte nel  mondo occidentale.  Numerosi  studi di 
terapia cellulare in modelli animali per la rigenerazione cardiaca hanno ottenuto risultati positivi, 
con miglioramento della funzione cardiaca (4,33-35), tuttavia i primi  trials-clinici con iniezione 
intramiocardiaca di cellule staminali midollari si sono dimostrati di scarsa efficacia (36,37).
Questi  insuccessi  sembrano  dovuti  alla  limitata  capacità  di  attecchimento  e  di  sopravvivenza 
nell’area ischemica di tali cellule (38). 
Ciò  ha  spostato  l’interesse  della  comunità  scientifica  verso  gli  sviluppi  della  “Bioingegneria” 
tissutale (39-42).
Questa nuova disciplina prevede di ottenere la rigenerazione tissutale mediante l’uso combinato di 
cellule  staminali  e  biomateriali  per  la  costruzione  di  impalcature  artificiali  (scaffold) che, 
riproducendo la funzione biologica e meccanica della ECM naturale, permettono la ricostruzione in  
vitro di un tessuto funzionale.
I biomateriali forniscono un ambiente tridimensionale per le cellule, con un’architettura adeguata 
che consente l’adesione cellulare e permette di veicolare, con un alto grado di efficienza, le cellule 
in specifici siti tissutali. Essi costituiscono anche un supporto meccanico che consente lo sviluppo 
tridimensionale del tessuto e conferisce al tessuto stesso una notevole resistenza.
Le  caratteristiche  principali  degli  scaffolds di  bioingegneria  sono  la  biocompatibilità  e  la 
biodegradabilità, ovvero i prodotti derivati dalla loro degradazione non devono essere tossici. 
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Tra i materiali utilizzati per la costruzione di impalcature artificiali di bioingegneria si riscontrano 
diversi polimeri sintetici (composti di poliuretano, carbonato, acido poliglicolico, etc.), ma anche 
materiali naturali come chitosano, fibrina o  gel di collagene arricchiti con diverse proteine della 
ECM  (Matrigel)  (43);  inoltre,  recenti  studi  hanno  sfruttato  la  possibilità  di  utilizzare  matrici 
biologiche decellularizzate come substrato di crescita delle cellule staminali adulte (44,45).
Per  la  rigenerazione cardiaca,  mediante  bioingegneria,  la  sfida  principale  è  quella  di  riuscire  a 
ricreare un tessuto, con dimensioni adeguate (con un’area di 10-50 cm2 ed un spessore di alcuni 
mm), che rispecchi la stessa complessità riscontrata in vivo, con un’elevata densità cellulare, capace 
di integrarsi completamente con il tessuto ospite. Sebbene i primi studi in fase pre-clinica abbiano 
ottenuto  risultati  incoraggianti,  sono  stati  effettuati  pochi  trials e  non  è  possibile  definire 
l’applicabilità clinica, la sicurezza e l’efficacia di tale trattamento, che costituisce, comunque, una 
strategia abbastanza invasiva per il paziente. 
Per tale motivo è stata rivolta l’attenzione allo studio di matrici iniettabili che, in combinazione con 
le  cellule  staminali,  sono  capaci  di  ricreare  in  situ l’ECM,  facilitando  l’attecchimento  e  la 
migrazione cellulare e, allo stesso tempo, la neoangiogenesi nel miocardio post-ischemico (46).
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2. SCOPO DELLO STUDIO
Il cuore umano adulto possiede una riserva di cellule staminali CD117 positive la cui funzione è 
quella di supportare l’omeostasi tissutale. Recenti evidenze hanno dimostrato che il numero delle 
cellule CD117(+) aumenta nel mio miocardio post-ischemico; tuttavia, nonostante tale incremento 
le  cellule  staminali  attivate  non  riescono  a  supportare  la  rigenerazione  tissutale,  contribuendo 
all’instaurarsi dello scompenso cardiaco. Inoltre, tra i diversi fattori che portano all’insufficienza 
cardiaca post-ischemica, anche la variazione della struttura dell’ECM, e quindi il rimodellamento 
ventricolare, si oppongono alla rigenerazione miocardica. In particolare, è stato dimostrato che le 
variazioni  nell’espressione  delle  proteine  dell’ECM,  come  ad  esempio  la  diminuzione  della 
laminina,  trasmettono  segnali  che  inducono  alterazioni  metaboliche  e  strutturali,  responsabili 
dell’apoptosi cellulare. 
Sulla base di tali premesse risulta particolarmente interessante studiare come tali fattori possano 
interagire tra loro nel riparo tissutale.
L’obiettivo di questo lavoro è stato di confrontate le potenzialità proliferative e differenziative delle 
cellule primitive cardiache CD117(+) isolate da cuori umani adulti normali e post-ischemici. Inoltre 
è stata studiata la composizione proteica della ECM (cardiogel)  ottenuta  in vitro dai  fibroblasti 
cardiaci isolati da cuori umani adulti normali e da cuori espiantati per insufficienza cardiaca post-
ischemica.  Contemporaneamente  sono  stati  analizzati  gli  effetti  delle  interazioni  delle  cellule 
primitive cardiache, normali e patologiche, con le singole proteine della ECM e con il  cardiogel, 
normale e patologico, al fine di definire la popolazione cellulare ed il microambiente ottimali per la 
rigenerazione cardiaca.
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3. MATERIALI E METODI
3.1.  ISOLAMENTO E COLTURA DELLE  CELLULE PRIMITIVE CARDIACHE 
3.1.1. ALLESTIMENTO DELLA COLTURA PRIMARIA
Le cellule primitive cardiache sono state isolate da frammenti di atrio di 20 cuori umani (14 maschi 
e 6 femmine con età media di 56 ± 5,5 anni e frazione di eiezione media di 25 ± 1%) espiantati per 
insufficienza cardiaca associata a cardiomiopatia ischemica, e da frammenti  di atrio di 11 cuori 
normali (6 maschi e 5 femmine con età media di 35±12 anni) di pazienti deceduti per cause non 
cardiovascolari.
La coltura primaria è stata ottenuta come descritto in Freshney RI. “Culture of animal cells” (47), 
con  opportune  modifiche.  Brevemente,  i  frammenti  tissutali  sono  stati  sminuzzati  e 
successivamente  digeriti  incubandoli  con  tripsina-EDTA allo  0,25%  e  collagenasi  II  (Sigma-
Aldrich, USA) allo 0,1% (w/v). I cardiomiociti sono stati rimossi mediante centrifugazione a bassa 
velocità,  e, successivamente, il  sovranatante è stato fatto passare attraverso filtri  di 40 µm (BD 
Falcon, USA). Le cellule così ottenute sono state piastrate alla densità di 2x104/cm2 in DMEM-Ham 
F12 medium (Sigma-Aldrich) arricchito con siero fetale bovino al 5% (Invitrogen, USA), glutatione 
(0,2 mM, Sigma-Aldrich), penicillina G (50.000 U) e streptomicina (50 mg, Invitrogen, USA); le 
cellule sono state lasciate proliferare. 
3.1.2. ISOLAMENTO DEI FIBROBLASTI E  DELLE CELLULE CD117(+)
Una volta raggiunta la confluenza di circa il 75%, le cellule sono state staccate con tripsina-EDTA 
allo 0,25% e, sono stati isolati i fibroblasti e le cellule CD117(+). I fibroblasti sono stati isolati  
mediante l’applicazione di una selezione immunomagnetica positiva, utilizzando anticorpi specifici 
per i fibroblasti coniugati a particelle magnetiche (Miltenyi Biotec, Germany). Più precisamente le 
cellule sono state dapprima incubate con un anticorpo monoclonale diretto contro i fibroblasti (1:5) 
e con l’FcR blocking reagent (1:5), per evitare legami aspecifici dell’anticorpo. Successivamente, la 
sospensione cellulare è stata caricata all’interno di una colonnina posta, a sua volta, in un campo 
magnetico.  Il  risultato è stato l’eluizione della frazione negativa,  ed il  trattenimento,  all’interno 
della colonnina, dei fibroblasti. Questi ultimi sono stati raccolti rimuovendo la colonnina dal campo 
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magnetico. Allo stesso modo, le cellule CD117(+) sono state purificate dalla frazione cellulare priva 
di fibroblasti mediante una selezione positiva immunomagnetica, utilizzando anticorpi per CD117 
coniugati  a  particelle  magnetiche.  L’efficacia  della  separazione  delle  cellule  CD117(+)  è  stata 
confermata mediante immunofluorescenza. 
3.2 PRODUZIONE CARDIOGEL
Il  cardiogel  è una matrice proteica naturale  ottenuta mediante la  coltura di  fibroblasti  cardiaci, 
isolati sia da cuori normali che da espianti di cuori umani adulti.  I fibroblasti, isolati attraverso 
selezione  immunomagnetica,  sono  stati  messi  in  coltura,  alla  densità  di  50.000  cellule/cm2,  in 
DMEM arricchito con siero fetale bovino al 10%, penicillina G (50.000 U) e streptomicina (50 mg); 
i  fibroblasti  sono  stati  lasciati  in  confluenza  per  circa  10  giorni,  un  tempo  sufficiente  per  la 
produzione di un’abbondante matrice (48,49).
3.2.1 IMMUNOFLUORESCENZA 
Le  piastre  contenenti  il  cardiogel sono  state  fissate  per  20  min  a  temperatura  ambiente  con 
paraformaldeide al 4%. In seguito, le piastre sono state lavate in PBS 1X,  incubate con siero di 
asino al  10% per 30 min a temperatura ambiente,  ed incubate per un’ora a 37°C con specifici 
anticorpi primari. Sono stati usati anticorpi primari per il riconoscimento di:
 Fibronectina (anticorpo policlonale, Chemicon Int, USA)
 Tenascina (anticorpo monoclonale, Sigma-Aldrich)
 Collagene I (anticorpo monoclonale, Sigma-Aldrich)
 Collagene III (anticorpo monoclonale, Sigma-Aldrich)
 Collagene IV (anticorpo policlonale, Santa Cruz Biotechnology, USA)
  Laminina (anticorpo policlonale di topo, Santa Cruz Biotec)
Successivamente  le  piastre  sono  state  lavate  in  PBS 1X,  per  rimuovere  l’eccesso  di  anticorpo 
primario, ed incubate per un’ora a 37°C con gli anticorpi secondari, IgG o IgM, diretti contro le 
specie in cui sono stati sviluppati gli anticorpi primari usati, coniugati con rodamina o fluoresceina 
(Jackson Immunoresearch, UK). I campi colorati sono stati coperti con vetrini coprioggetto montati 
su Vectashield (Vector Labs, USA). Il cardiogel, quindi, è stato osservato con un microscopio Leica 
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DMLB equipaggiato per l’epifluorescenza e connesso ad un PC attraverso una fotocamera digitale 
Leica DC200.
3.2.2 IMMUNOBLOTTING 
I fibroblasti derivati dai cuori normali e dai cuori post-ischemici, insieme alla matrice naturale da 
essi  prodotta,  sono stati  staccati  mediante scraping in  PBS 1X e  gli  estratti  proteici  sono stati 
ottenuti mediante incubazione in lysis buffer contenente 50 mM Tris–HCl (pH 7.4), 5 mM EDTA, 
250 mM NaCl, e 0.1% Triton X-100 arricchito degli inibitori delle proteasi (1 mMDTT, 2 mM 
PMSF, 2 μg/ml aprotinina e 10 μg/ml leupeptina). La concentrazione proteica è stata determinata 
mediante il  Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA); 30 μg di ciascun 
campione  sono  stati  separati  mediante  elettroforesi  su  gel  di  SDS-poliacrilammide  al  6%; 
successivamene le bande proteiche sono state trasferite su membrane di nitrocellulosa (Bio-Rad 
Laboratories) mediante elettro-blotting. Le membrane sono state bloccate ed incubate con anticorpi 
primari diretti contro:
 fibronectina (anticorpo policlonale, Sigma-Aldrich) 
 tenascina-X (anticorpo monoclonale, Sigma-Aldrich)
 tenascina-C (anticorpo policlonale, Santa Cruz Biotec)
 collagene I (anticorpo policlonale, Santa Cruz Biotec) 
 laminina-1 (anticorpo policlonale, Santa Cruz Biotec)
 laminina-2 (anticorpo policlonale, Santa Cruz Biotec)  
 α-actinina (anticorpo policlonale, Santa Cruz Biotec)
Dopo il lavaggio delle membrane, queste sono state incubate con anticorpi secondari IgG, coniugati  
alla perossidasi di rafano (Santa Cruz Biotec), diretti contro le specie in cui sono stati sviluppati gli 
anticorpi primari.  Per rilevare i complessi antigene-anticorpo le membrane sono state immerse in 
una  soluzione  del  substrato  chemioluminescente  (Amersham  Biosciences,  UK) ed  analizzate 
mediante autoradiografia. L’intensità di ciascuna banda è stata determinata mediante l’utilizzo del 
software ImageJ (NIH, USA).
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3.3  ANALISI DELL’ESPRESSIONE GENICA NELLE CELLULE CD117 (+)
Il profilo di espressione genica delle cellule CD117(+), normali e patologiche, è stato analizzato 
mediante l’utilizzo di un “PIQOR Stem Cell Microarray” (Miltenyi Biotech, France), comprendente 
936 geni coinvolti nella biologia e nel differenziamento delle cellule staminali, per identificare geni 
diversamente espressi nei due tipi cellulari.
Il  servizio  Miltenyi  ha  provveduto  all’estrazione  cellulare  dell’RNA,  alla  sua  amplificazione 
(sfruttando il sistema della polimerasi T7), alla marcatura dei trascritti, all’ibridazione sui  chips e 
all’analisi dei dati di fluorescenza. Ciascun chip è stato ibridato sia con l’RNA derivato dalle cellule 
normali (marcato con Cy3), sia con l’RNA estratto dalle cellule patologiche (marcato con Cy5). Le 
variazioni  di  espressione  sono  state  indicate  come  il  rapporto  delle  intensità  dei  segnali  di 
fluorescenza tra i campioni patologici e normali (P/N). L’analisi dei dati è stata effettuata mediante 
il   Gene Functional  Classification Tool disponibile  presso il  database bioinformatico “DAVID” 
(Database for  Annotation, Visualization and Integrated Discovery; Nature Protoc. 2009;4(1):44-
57).
3.4  IMMUNOFLUORESCENZA SULLE  CELLULE CD117(+)
Per la  caratterizzazione fenotipica  in  vitro,  le  cellule  CD117(+),  derivate  da cuori  umani  adulti 
normali ed espiantati per insufficienza cardiaca post-ischemica, sono state sottoposte a colorazioni 
volte ad identificare specifici marcatori di membrana ed antigeni citoplasmatici e nucleari. 
Sono stati usati anticorpi primari per il riconoscimento di:
 CD117 (anticorpo policlonale, Dako Cytomation, Denmark)
 Nkx 2.5 (anticorpo policlonale, Santa Cruz Biotec)
 actina α-sarcomerica (anticorpo monoclonale, Sigma-Aldrich)
 catena pesante della miosina ventricolare (anticorpo policlonale, Chemicon Int) 
 Ets-1 (anticorpo policlonale, Santa Cruz Biotec)
 VEGFR-2 (Flk-1/KDR, anticorpo monoclonale, Santa Cruz Biotec)
 fattore VIII (anticorpo policlonale, Sigma-Aldrich) 
 GATA-6 (anticorpo policlonale, Santa Cruz Biotec)
 actina del muscolo liscio (anticorpo monoclonale, Sigma-Aldrich)
 Ki67 (anticorpo policlonale, Novo Castra, UK)
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 Notch (anticorpo monoclonale, Abcam, UK)
Per la rivelazione degli antigeni sono stati utilizzati anticorpi secondari, diretti contro le specie in 
cui sono stati sviluppati gli anticorpi primari, coniugati con la fluoresceina o la rodamina (Jackson 
Immunoresearch).
I nuclei sono stati visualizzati con DAPI, un colorante nucleare specifico, incubando le cellule per 
15 min  a  temperatura  ambiente.  Le  cellule,  quindi,  sono state  osservate  con un microscopio  a 
fluorescenza.
3.5  COLTURE DELLE CELLULE PRIMITIVE CARDIACHE SULLE PROTEINE DELLA ECM E  
SUL CARDIOGEL
Per  valutare  gli  effetti  delle  proteine  dell’ECM  sull’apoptosi  e  la  proliferazione  delle  cellule 
CD117(+), isolate dai cuori umani adulti normali e post-ischemici, queste sono state piastrate alla 
densità di 2x104/cm2 su chamber slides (BD Bioscience, USA)  rivestite con:
 laminina-1 (R&D Systems, USA)
 laminina-2 (Sigma-Aldrich)
 fibronectina (Santa Cruz Biotec)
 collagene IV (Santa Cruz Biotec)
 cardiogel
 albumina di siero bovino (BSA) (MP Biomedicals, LLC, Germany)
Le proteine della ECM sono state fatte aderire alle piastre di coltura nella quantità di 5 μg/cm2; le 
cellule  CD117(+)  sono  state  messe  in  coltura  sul  cardiogel,  normale  e  patologico,  dopo  aver 
rimosso i fibroblasti, attraverso un metodo non enzimatico, con EDTA 0.5 mM (Sigma-Aldrich). 
L’albumina, invece, è stata utilizzata come controllo.
3.5.1. VALUTAZIONE DELLA PROLIFERAZIONE
Per stimare il  tasso proliferativo delle  cellule  CD117(+) sui  diversi  supporti  proteici,  le  cellule 
quiescenti sono state tenute in coltura in mezzo completo per 24 ore, aggiungendo la 5-bromo-2’-
deossi-uridina (BrdU, 10 μM) per un’ora prima di fissare le cellule. Il mezzo marcato con BrdU è 
stato rimosso, le cellule sono state lavate in PBS 1X e poi fissate in etanolo al 70% alla temperatura 
di -20˚C per 20 minuti.  L’incorporazione di BrdU è stata stimata mediante l’utilizzo del “BrdU 
Labeling and Detection kit ” (Roche Diagnostics, Germany). 
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Come indicato  dal  protocollo  della  ditta  fornitrice,  le  cellule  proliferanti  sono state  individuate 
incubandole  prima  con  un  anticorpo  diretto  contro  BrdU  (1:40),  e,  in  un  secondo  momento, 
incubandole con un anticorpo secondario, coniugato con fluoresceina (1:40). La discriminazione dei 
nuclei è stata garantita mediante una colorazione specifica con DAPI. Le cellule positive sono state 
individuate mediante analisi con microscopio a fluorescenza.
3.5.2. VALUTAZIONE DELL’APOPTOSI
Per stimare l’indice di morte cellulare, le cellule CD117(+), in coltura sulle diverse proteine della 
matrice e sul  cardiogel, normale e patologico, sono state fissate in paraformaldeide all’1%, dopo 
stimolazione con perossido di idrogeno (H2O2) 0.2 mM  per 12 ore.
Le cellule apoptotiche sono state marcate e identificate utilizzando “ApopTag Plus Fluorescein In  
Situ Apoptosis Detection Kit” (Chemicon Int).
Le cellule sono state incubate in presenza di nucleotidi marcati con digoxigenina e in presenza 
dell’enzima deossinucleotidiltransferasi terminale (TdT). I nucleotidi incorporati sono stati rilevati 
mediante l’utilizzo di  un anticorpo marcato con fluoresceina diretto  contro la  digoxigenina.  La 
discriminazione dei nuclei è stata garantita mediante una colorazione specifica con DAPI.
Le cellule apoptotiche sono state identificate mediante microscopia a fluorescenza.
3.5.3  IMMUNOFLUORESCENZA PER LE CATENE INTEGRINICHE
L’analisi dell’espressione dei diversi recettori integrinici sulle cellule CD117(+), isolate da cuori 
umani  adulti  normali  e  post-ischemici,  in  coltura  sul  cardiogel,  normale  e  patologico,  è  stata 
effettuata  mediante immunofluorescenza.  Sono stati  utilizzati  anticorpi  diretti  contro le seguenti 
proteine: 
 integrina α1 (anticorpo monoclonale, Chemicon Int, USA)
 integrina α2 (anticorpo monoclonale, Chemicon Int) 
 integrina α3 (anticorpo monoclonale, Chemicon Int)
 integrina α4 (anticorpo policlonale, Santa Crunz)
 integrina α6  (anticorpo monoclonale, Chemicon Int)
 integrina αv (anticorpo policlonale, Santa Crunz)
 integrina β1 (anticorpo monoclonale, Chemicon International)
20
 integrina β3 (anticorpo monoclonale, Chemicon International)
 integrina β4 (anticorpo monoclonale, Chemicon International)
Per la rivelazione degli antigeni sono stati utilizzati anticorpi secondari,  diretti contro le specie in 
cui sono stati sviluppati gli anticorpi primari, coniugati con la fluoresceina o la rodamina (Jackson 
Immunoresearch).
3.5.4  BLOCCO DELL’ATTIVITA’ DELLE INTEGRINE
Per  il  blocco  delle  integrine,  sette  gruppi  di  cellule  primitive  cardiache  CD117(+)  sono  state 
incubate, in sospensione, per un’ora con anticorpi diretti verso specifiche catene integriniche. Tre 
gruppi sono stati incubati rispettivamente con anticorpi anti-integrina α2 (40µg/ml per 106 cellule, 
Chemicon Int), anticorpi anti-integrina α6 (40µg/ml per 106 cellule, Chemicon Int) o con anticorpi 
anti-integrina β3 (5µg/ml per 106 cellule, Chemicon Int). Tre gruppi, utilizzati come controllo, sono 
stati  incubati  con anticorpi  aspecifici  dello  stesso isotipo  di  quelli  utilizzati  per  il  blocco delle 
integrine.
Infine, un ultimo gruppo controllo è stato processato allo stesso modo, ma senza alcun anticorpo. 
Successivamente ciascun gruppo di cellule è stato messo in coltura su piastre rivestite con cardiogel 
in mezzo senza siero per 12 ore.
3.6 ANALISI STATISTICHE DEI DATI
L’analisi statistica dei dati provenienti dal confronto di due gruppi è stata effettuata mediante test-t 
Student,  mentre  per il  confronto di gruppi  multipli  è  stato utilizzato il  t-test  di  Bonferroni.  Le 
differenze sono state considerate significative con valori di p inferiori a 0,05. 
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4. RISULTATI
4.1 CARATTERIZZAZIONE DELLE CELLULE PRIMITIVE CARDIACHE
Le cellule primitive cardiache CD117(+) sono state isolate da cuori umani adulti normali e da cuori 
espiantati  per  insufficienza  cardiaca  post-ischemica.  La  separazione  delle  cellule  CD117(+), 
valutata mediante immunofluorescenza, ha mostrato un’efficienza del 98% (Fig. 1). 
Lo studio dell’espressione dei geni coinvolti nella biologia delle cellule staminali è stato effettuato 
mediante il  PIQOR Stem Cell Microarray; tale sistema ha permesso il confronto del trascrittoma 
delle CPC CD117(+), derivate da cuori normali e da cuori patologici. L’analisi è stata effettuata 
mediante l’applicazione del  Gene Functional Classification Tool del  DAVID ed è stata limitata ai 
geni per i quali la differenza di espressione, tra le condizioni normali e patologiche, era almeno di 
1,7 volte. Tale studio ha evidenziato, nelle cellule staminali isolate da cuori con cardiomiopatia 
ischemica,  una  riduzione  della  multipotenzialità,  il  differenziamento  verso  le  linee  cellulari 
cardiache,  l'attivazione  della  transizione  epitelio-mesenchimale  e,  inoltre,  un  aumento 
dell’espressione dei geni inibitori della proliferazione e dei geni pro-apoptotici (Fig. 2-3).
Il committment differenziativo delle CPC CD117(+) derivate dai cuori normali e patologici è stato 
studiato  anche  mediane  immunofluorescenza,  identificando  specifici  fattori  di  trascrizione  e 
marcatori citoplasmatici. L’espressione di Nkx2.5, GATA-6 o ETS-1 ha permesso di identificare i 
progenitori dei cardiomiociti, delle cellule muscolari lisce dei vasi e delle cellule endoteliali, mentre 
la presenza di proteine quali l’actina α-sarcomerica, l’actina del muscolo liscio oppure FVIII ne ha 
identificato i precursori (Fig. 4). 
La conta dei progenitori e dei precursori ha rivelato differenze significative tra le cellule derivate 
dai  cuori  normali  e  quelle  derivate  dai  cuori  espiantati.  Infatti,  il  numero  dei  progenitori  di 
cardiomiociti, cellule endoteliali e cellule muscolari lisce dei vasi è risultato, rispettivamente, 4,9 
volte (16,6 ±3,3 vs 3,35±1,45), 2,7 volte (9,7±2,7 vs 3,62±0,3) e 4,5 volte (20,57±5,9 vs 4,6±1,1) 
maggiore nelle cellule CD117(+) patologiche rispetto alle cellule normali. Il numero dei precursori, 
cioè delle cellule negli stadi successivi del differenziamento è risultato, però, maggiore nei cuori 
normali  (9,9±1,6 vs 8,49±3,09 per  i  precursori  dei  cardiomiociti;  6,08±0,33 vs 5,17±1,19 per  i 
precursori delle cellule endoteliali; 6,6±0,4 vs 3,13±0,71 per i precursori delle cellule muscolari 
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lisce). Nel complesso, il numero totale delle cellule primitive in via di differenziamento è risultato 
due  volte  maggiore  nelle  CPC  derivate  dai  cuori  patologici,  rispetto  alle  cellule  normali,  
confermando un aumento del committment delle cellule CD117(+) verso le linee cellulari cardiache 
in condizioni patologiche (Fig. 5).
Lo studio della proliferazione è stato condotto mediante la valutazione dell’incorporazione di BrdU 
durante la replicazione del DNA. Le cellule CD117(+) derivate dai cuori  patologici  proliferano 
3,2±0,7 volte di più (p‹0,05) rispetto alle cellule isolate dai cuori normali (Fig.6-A). L’apoptosi, 
indotta  dallo  stress  ossidativo,  invece,  è  risultata  1,8±0,2  volte  più  alta  (p‹0,05)  nelle  cellule 
CD117(+) patologiche, rispetto alle cellule normali (Fig.6-B). 
Data  l’attivazione  della  proliferazione  e  del  differenziamento  nelle  cellule  cardiache  primitive 
derivate dai cuori post-ischemici, è stata analizzata la distribuzione di Notch nelle cellule in ciclo, 
Ki67(+). Ciò ha permesso di identificare il tipo di divisione nella popolazione cellulare CD117(+). 
Nelle  cellule  patologiche,  la  divisione  asimmetrica,  con la  formazione di  una cellula  staminale 
Notch(+) e  una cellula  indirizzata  verso il  differenziamento,  è  di  circa due volte  più frequente 
rispetto alla divisione asimmetrica. Invece, nelle CPC normali la divisione asimmetrica così come 
quella simmetrica, con la generazione di due cellule staminali figlie, sono state riscontrate in ugual 
misura (Fig. 7).
4.2  VALUTAZIONE  DELL’INFLUENZA  DELLE  PROTEINE  DELL’ECM  SULLA  BIOLOGIA  
DELLE CPC
Le cellule primitive cardiache CD117(+), isolate da cuori normali, sono state messe in coltura in 
presenza  di  diverse  proteine  della  matrice  extracellulare,  quali  la  laminina-1,  la  laminina-2,  la 
fibronectina e il collagene I, mentre l’albumina è stata utilizzata come controllo. 
L’incorporazione di BrdU nelle CPC è stata dell’4,8%±0,8 in presenza della BSA, del 28,1%±5,8 in 
presenza di laminina-1, del 7,7%±1,3 in presenza di laminina-2, del 19,86%±2,1 in presenza di 
fibronectina  e  del  12,2%±1,9  in  presenza  del  collagene I  (Fig.8-A).  L’apoptosi  ha  raggiunto  il 
14,6%±2,67 in presenza della BSA, ed è diminuita in presenza delle altre proteine dell’ECM (1,3%
±0,6 sulla laminina-1; 4,4%±0,8 sulla laminina-2; 10,56%±1,83 sulla fibronectina; 10,72%±1,72 sul 
collagene I) (Fig. 8-B).
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4.3  CARATTERIZZAZIONE  DEL  CARDIOGEL  ED  EFFETTI  SULLE  CPC  IN  CONDIZIONI  
NORMALI E PATOLOGICHE
Il cardiogel è una matrice naturale prodotta in vitro dai fibroblasti cardiaci, derivati da cuori umani 
adulti normali e post-ischemici, al fine di ricreare un microambiente il più possibile simile a quello 
riscontrato in vivo. 
La composizione proteica del cardiogel è stata dapprima esaminata mediante immunofluorescenza, 
ed  è  risultata  simile  dal  punto  di  vista  qualitativo  nelle  due  matrici,  normale  e  patologica.  Il 
cardiogel, infatti, è costituito da diverse proteine dell’ECM quali fibronectina, collagene (tipi I, III, 
IV), tenascina e laminina (Fig. 9).
L’analisi  proteica  del  cardiogel,  mediante  immunoblotting,  ha  evidenziato  differenze  più 
significative  nella  quantità  delle  proteine  presenti  nei  due  tipi  di  matrici.  Infatti,  nel cardiogel 
patologico  è  stata  riscontrata  la  presenza  di  Tenascina  X  (assente  nella  matrice  ottenuta  dai 
fibroblasti normali) e un’espressione maggiore di laminina-1 e collagene I, rispetto al  cardiogel  
normale, mentre la laminina-2 e la fibronectina sono espresse ad alti livelli sia in condizioni normali 
che patologiche (Fig. 10).  
Sono state, quindi, valutate la proliferazione e l’apoptosi in presenza della matrice naturale, per 
valutare gli effetti del cardiogel normale e patologico sulle CPC CD117(+) isolate dai cuori umani 
adulti normali e post-ischemici. In particolare, per quel che riguarda le cellule derivate dai cuori 
normali,  la  frazione  di  cellule  in  proliferazione  ha  raggiunto  l’11,8%±0,85  nelle  condizioni  di 
controllo, ed è aumentata fino al 24,21%±4,58 e al 24,17%±3,79 in presenza del cardiogel normale 
e patologico, rispettivamente (Fig.11-A). L’apoptosi è stata riscontrata nell’1,33%±0,04 delle cellule 
controllo, ed è risultata pressoché invariata sia in presenza del  cardiogel normale che patologico 
(p>0,05) (Fig.11-C).
Nelle cellule CD117(+) isolate dai cuori post-ischemici, la proliferazione è stata del 14,6%±1,41 nel 
gruppo controllo, mentre ha raggiunto l’17,13%±1,42 e il 22.9%±1,21 in presenza del  cardiogel 
normale e patologico, rispettivamente (Fig.11-B). I livelli di apoptosi sono stati dell’2,73%±0,23 
nelle condizioni controllo, mentre sono diminuiti in presenza del  cardiogel normale e patologico, 
raggiungendo valori pari all’1,73%±0,03 e all’1,35%±015, rispettivamente (Fig.11-D). 
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4.5 VALUTAZIONE DELL’ESPRESSIONE DELLE INTEGRINE SULLE CPC IN COLTURA SUL  
CARDIOGEL
L’espressione delle integrine, recettori cellulari che mediano le interazioni cellula-matrice e sono 
responsabili  della  trasduzione  di  numerosi  pathways  cellulari,  è  stata  analizzata  mediante 
immunofluorescenza.  In  particolare  le  cellule  primitive  cardiache  CD117(+),  isolate  da  cuori 
normali, in coltura sul cardiogel normale esprimono livelli elevati di integrina β3 (Fig.12-C), mentre 
lo stesso tipo cellulare in coltura sul cardiogel patologico esprime prevalentemente le integrine α2 e 
α6  (Fig.  12-A,B).  Le  CPC  derivate  da  cuori  post-ischemici  in  coltura  sul  cardiogel normale 
esprimono maggiormente l’integrina α2, mentre in presenza del cardiogel patologico prevalgono le 
integrine α4 e α6.
Allo  scopo di  valutare  il  ruolo  delle  integrine  maggiormente  espresse  in  condizioni  normali  e 
patologiche,  sono  stati  esaminati  gli  effetti  del  blocco  dell’attività  di  tali  recettori  sulla 
proliferazione e sull’apoptosi delle cellule primitive cardiache CD117(+). Tale studio ha evidenziato 
che il blocco dell’integrina α2 induce una riduzione della proliferazione ed un aumento della morte 
apoptotica; dal blocco selettivo dell’integrina α6, invece, è risultato che tale integrina è coinvolta 
nella  protezione  dall’apoptosi,  mentre  non  interviene  nella  regolazione  della  proliferazione;  al 
contrario il blocco dell’integrina β3  rivela il coinvolgimento di tale recettore prevalentemente nella 
regolazione della proliferazione ma non nella protezione dall’apoptosi (Fig. 14-A,B).
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5. DISCUSSIONE
Come  ormai  riportato  da  numerosi  articoli  presenti  in  letteratura,  l’attivazione  delle  cellule 
staminali cardiache è un evento che si verifica in seguito a diversi insulti a livello del miocardio,  
quali l’infarto o la stenosi aortica cronica (2,5). Perciò, il punto di partenza di questo lavoro è stato 
il confronto delle cellule CD117(+) isolate da cuori umani adulti normali e da cuori umani negli 
stadi  terminali  dell’insufficienza  cardiaca  post-ischemica.  Tale  confronto  ha  messo  in  evidenza 
importanti  differenze  circa  il  potenziale  differenziativo  e  proliferativo  nelle  CPC  normali  e 
patologiche.
Le cellule  primitive  cardiache  CD117(+)  derivate  dai  cuori  con cardiomiopatia  post-ischemica, 
infatti, presentano una perdita della multipotenzialità, rispetto alle cellule derivate dai cuori sani, e 
sono  maggiormente  indirizzate  verso  le  linee  cellulari  cardiache.  Esse,  infatti,  presentano  una 
maggiore espressione dei geni coinvolti nello sviluppo cardiocircolatorio, e sono in grado, in vitro, 
di dare origine ad un numero maggiore di progenitori di cardiomiociti, cellule endoteliali e cellule 
muscolari lisce dei vasi. Inoltre, la maggiore attivazione delle CPC patologiche è stata ulteriormente 
confermata  dalla  scoperta  dell’attivazione  del  pathway del  TGFβ,  principale  induttore  della 
transizione epitelio-mesenchimale (EMT) che recentemente è stata proposta come meccanismo alla 
base dell’origine,  dall’epicardio, di cellule staminali CD117(+) (50).  Inoltre le CPC patologiche 
proliferano  di  più,  rispetto  alle  cellule  normali,  dividendosi  prevalentemente  secondo  un 
meccanismo di tipo asimmetrico, come confermato dalla diversa distribuzione di Notch nelle cellule 
figlie originate dalla divisione mitotica delle cellule CD117(+). Notch è un recettore transmembrana 
che  interagisce  con  ligandi  espressi  sulla  parete  di  cellule  adiacenti,  attivando  così  una  via  di 
trasduzione del segnale ben conservata che svolge un ruolo importante sia nelle cellule staminali 
embrionali che in quelle adulte. Ad oggi infatti, sono molti gli studi in letteratura che dimostrano il 
coinvolgimento  di  Notch  nella  regolazione  di  molteplici  processi,  come  la  determinazione  del 
destino di una cellula, la regolazione spazio-temporale della proliferazione, del differenziamento e 
dell'apoptosi in cellule derivanti da tessuti differenti (51). 
Tuttavia, sebbene le CPC patologiche possano dare origine ad un numero maggiore di progenitori, il 
numero dei precursori di cardiomiociti, cellule endoteliali e cellule muscolari lisce, è maggiore nel 
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cuore  sano,  indicando  l’incapacità  delle  CPC  patologiche  di  portare  a  termine  il  processo 
differenziativo.  Infatti,  tali  cellule  sono  più  suscettibili  all’apoptosi,  in  quanto  mostrano 
un’aumentata espressione di geni pro-apoptotici e resistono meno alla morte cellulare programmata 
indotta dallo stress ossidativo. Per tale motivo, prima di passare ad un approccio di terapia cellulare, 
per  la  rigenerazione  del  miocardio  post-ischemico  utilizzando  le  cellule  primitive  cardiache 
CD117(+), è necessario comprendere i meccanismi responsabili di tale difetto cellulare; inoltre non 
deve essere sottovalutata l’influenza del microambiente nel determinare il destino cellulare.
La formazione e l’omeostasi di un tessuto sono garantite da un’interazione dinamica tra le cellule 
che lo compongono e il loro microambiente, che risulta costituito sostanzialmente dalla matrice 
extracellulare  (52). A tale  scopo è  stata  analizzata  la  composizione  di  una  matrice  naturale,  il 
cardiogel, prodotta in vitro dai fibroblasti isolati da cuori umani adulti normali e post-ischemici, e, 
successivamente,  è  stato  studiato  il  comportamento  delle  CPC normali  e  patologiche,  sia  sulle 
singole componenti proteiche dell’ECM, sia sul cardiogel normale e patologico. Il cardiogel ha una 
composizione abbastanza omogenea, dal punto di vista qualitativo, sia nelle condizioni normali che 
patologiche;  la  matrice  patologica,  tuttavia,  esprime  una  maggiore  quantità  di  laminina-1  e  la 
tenascina-X  (assente  nella  matrice  normale).  Queste  proteine  generalmente  sono  assenti  nel 
miocardio adulto normale; la loro espressione nel cuore post-ischemico è associata all’attivazione di 
un  programma  genico  tipico  dello  sviluppo  embrionale,  che  sarebbe  finalizzato  a  sostenere  il 
processo rigenerativo (27).
Dallo studio sulla proliferazione e l’apoptosi delle cellule CPC in coltura sul  cardiogel è emerso 
che, per quel che riguarda il comportamento delle cellule derivate dai cuori normali,  la matrice 
naturale,  sia  normale che patologica,  stimola la  proliferazione delle  cellule  primitive cardiache, 
mentre  il  cardiogel patologico  esercita  un  maggior  effetto  anti-apoptotico  rispetto  al  cardiogel 
normale.  Le  cellule  CD117(+)  isolate  dai  cuori  post-ischemici,  d’altra  parte,  risentono  della 
differente composizione della matrice e, infatti, rispetto al cardiogel normale, è stato osservato un 
maggiore  aumento  del  tasso  di  proliferazione  ed  una  più  significativa  riduzione  del  livello  di 
apoptosi in presenza della matrice prodotta dai fibroblasti derivati dai cuori patologici.
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Gli  studi  condotti  sulle  singole  proteine  della  matrice  extracellulare  mostrano  un  maggiore 
coinvolgimento  della  laminina-1  nella  mediazione  degli  effetti  sulla  stimolazione  della 
proliferazione, e della laminina-1 e -2 nella protezione dall’apoptosi. Infatti, in vivo, la laminina-1 è 
la prima proteina ad essere espressa durante lo sviluppo embrionale del cuore, e in sua assenza tale  
sviluppo non può essere portato a termine (53). Numerosi dati presenti in letteratura, inoltre, hanno 
dimostrato che l’assenza della laminina-2, indebolendo la membrana basale delle cellule, danneggia 
le fibre muscolari che non riescono a far fronte allo stress derivato dalla contrazione muscolare (54). 
Quindi, l’aumentata espressione della laminina-1 nella matrice derivata dal cuore post-ischemico 
riflette la funzione di tale proteina nel sostenere la formazione di nuove cellule funzionalmente 
competenti; invece, la laminina-2, che è espressa ad elevati livelli sia nel  cardiogel normale che 
patologico, esplicando una funzione prevalentemente strutturale, interviene nel mantenimento delle 
cellule preesistenti del miocardio.
La capacità di percepire e rispondere ai cambiamenti del microambiente extracellulare è garantita 
da recettori cellulari. Le integrine sono i principali recettori responsabili delle interazioni matrice 
extracellulare-cellule,  e,  nonostante  siano  proteine  prive  di  attività  enzimatica,  intervengono  in 
numerose vie di segnalazione. Il profilo di espressione delle integrine è specifico per un dato tipo 
cellulare, tuttavia esso può variare a seconda dei cambiamenti del microambiente (15,16). A tale 
proposito è stata valutata l’espressione delle catene α e β delle integrine sulle cellule primitive 
cardiache in coltura sul cardiogel ottenuto da fibroblasti isolati da cuori normali e quello derivato 
dai fibroblasti isolati dai cuori espiantati con cardiomiopatia post-ischemica allo stadio terminale. In 
particolare le cellule primitive cardiache in coltura sul cardiogel patologico esprimono elevati livelli 
di integrina α2 e α6, mentre in presenza del cardiogel normale prevale l’integrina β3.
Dal blocco dell’attività di ciascuna catena integrinica è stato osservato che l’integrina α2 è coinvolta 
nella  stimolazione della  proliferazione delle  cellule  primitive cardiache e nella  protezione dalla 
morte apoptotica. Tale integrina, in associazione con la catena β1, media le interazioni cellulari con 
il collagene I, IV e con la laminina-1; la sua espressione è stata riscontrata in cellule staminali che 
sostengono  l’emopoiesi  (55).  L’integrina  α6,  invece,  è  implicata  nella  protezione  delle  CPC 
CD117(+) dall’apoptosi senza influenzarne, in modo significativo, la proliferazione.  L’integrina α6 
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è stata descritta come una proteina tipica dello sviluppo embrionale, coinvolta nel differenziamento 
cellulare (56); inoltre recentemente sono stati riscontrati elevati livelli di espressione dell’integrina 
α6 in diversi tipi cellulari, anche nella vita post-natale, in cui sarebbe coinvolta nella migrazione 
cellulare interagendo con la laminina-1 (57). L’integrina β3, espressa prevalentemente in presenza 
del cardiogel normale, è implicata nella stimolazione della proliferazione cellulare, senza interferire 
con i livelli di morte apoptotica. Tale risultato è in accordo con i dati presenti in letteratura che 
vedono coinvolta l’integrina αvβ3 nell’adesione e nella stimolazione della proliferazione cellulare 
(58). 
Quindi,  dai  risultati  del  presente  studio  è  evidente  che  la  composizione  proteica  del  cardiogel 
patologico è quella che meglio supporta la biologia delle cellule primitive cardiache in condizioni 
patologiche.  Il  rimodellamento  cardiaco,  che  si  verifica  in  seguito  all’infarto  del  miocardio, 
inizialmente è un fenomeno adattativo, in cui la variazione nella composizione delle proteine della 
matrice extracellulare ha lo scopo sia di garantire una maggiore resistenza alla parete ventricolare, 
sia di sostenere il processo ripartivo (29,59).  In vivo,  però, le CPC residenti,  nonostante la loro 
attivazione,  non riescono a supportare  la  rigenerazione  del  miocardio  danneggiato:  l'attivazione 
della  rigenerazione cardiaca nelle condizioni patologiche si  manifesta  con la  stimolazione della 
proliferazione  dei  progenitori  cardiaci  e  con  l'aumento  dell'espressione  delle  proteine 
citoplasmatiche nei precursori che però vanno incontro ad apoptosi. È, pertanto, evidente che nello 
studio della rigenerazione cardiaca debbano essere prese in considerazione anche altre componenti 
e, nella ricerca dei fattori che alterano il microambiente cardiaco compromettendo le potenzialità 
rigenerative  del  cuore,  un  target  da non sottovalutare  potrebbe  essere  lo  stress  ossidativo che, 
attivando pathway apoptotici, impedirebbe il reclutamento delle cellule primitive cardiache nel sito 
di danno (60).
In  conclusione,  l’utilizzo  di  matrici  biologiche  qualitativamente  e  quantitativamente  simili  alla 
matrice  extracellulare  cardiaca  riscontrabile  in  vivo quale  substrato  per  la  coltura  delle  cellule 
cardiache primitive ci ha permesso di ottenere informazioni importanti riguardanti la biologia di tali  
cellule e le interazioni cellula-matrice. Siccome la composizione della matrice extracellulare subisce 
dei  profondi  cambiamenti  durante  il  rimodellamento  cardiaco  in  seguito  all’ischemia,  è  stato 
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possibile  valutare  come  i  cambiamenti  avvenuti  durante  la  progressione  della  cardiomiopatia 
ischemica influenzano le cellule cardiache primitive residenti, e quindi il potenziale rigenerativo del 
cuore umano adulto. Tali conoscenze, insieme alla determinazione della composizione della matrice 
normale  e  patologica,  hanno  portato  all’identificazione  delle  componenti  della  matrice  ad  alto 
impatto biologico e, negli studi futuri, potrebbero portare all’aggiunta di esse (o di frammenti di 
esse)  agli  scaffold utilizzati  nella  bioingegneria  per  la  rigenerazione del  tessuto cardiaco.  A tal 
proposito, appare importante il ruolo svolto dalla laminina-1 nella stimolazione e nella protezione 
delle cellule cardiache staminali e primitive. Ciò potrebbe essere il punto di partenza per lo sviluppo 
di nuove strategie di bioingegneria tissutale che, sfruttando gli stessi fattori che intervengono nel 
rimodellamento  cardiaco,  potrebbero  manipolare  in  modo  più  prevedibile  le  risposte  cellulari, 
garantendo un microambiente più adatto  all’integrazione e  alla  sopravvivenza cellulare  a  lungo 
termine, sia in vitro che in seguito all’impianto in vivo.
Dal momento che l’espressione di specifiche integrine è correlata alla presenza e alla quantità di  
specifiche componenti della matrice extracellulare, non sorprende che le cellule cardiache primitive 
coltivate  in  presenza  della  biomatrice  normale  e  patologica  differiscano  nell’espressione  delle 
integrine. Perciò l’identificazione di specifici segnali mediati dalle integrine, fondamentali per la 
sopravvivenza e la proliferazione delle cellule cardiache primitive, effettuata nel presente studio, 
potrebbe portare ad un ulteriore miglioramento della definizione della composizione ottimale della 
matrice per la stimolazione della  rigenerazione cardiaca mediante l’applicazione dell’ingegneria 
tissutale;  inoltre,  ciò  dovrebbe  permettere  di  superare  un  importante  limite  degli  scaffold che 
possono  essere  integrati  solo  con  le  proteine  di  basso  peso  molecolare,  dal  momento  che  la 
bioingegneria tissutale potrà servirsi di quegli specifici  frammenti di proteine della matrice che 
costituiscono i ligandi per le specifiche integrine.
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6. ICONOGRAFIA
Figura  1.  Immagine  di  immunofluorescenza  rappresentativa  delle  cellule  primitive  cardiache 
CD117(+). Le CPC sono state isolate dalla digestione enzimatica di frammenti di atrio derivati da 
cuori umani adulti normali e da cuori umani espiantati per insufficienza cardiaca post-ischemica; la 
frazione  cellulare  CD117(+)  è  stata  purificata  mediante  selezione  positiva  immunomagnetica. 
L’efficacia della separazione ha raggiunto il 98%.
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Figura 2.  Heatmaps derivate dall’analisi, mediante il “Gene Functional Classification Tool” del 
DAVID, dei dati di espressione genica derivati dal PIQOR Sem Cell Microarray. Rappresentazione 
dei geni down-regolati nelle cellule primitive cardiache CD117(+)  isolate dai cuori post-ischemici. 
32
Figura 3.  Heatmaps derivate dall’analisi, mediante il “Gene Functional Classification Tool” del 
DAVID, dei dati di espressione genica derivati dal PIQOR Sem Cell Microarray. Rappresentazione 
dei geni up-regolati nelle cellule primitive cardiache CD117(+)  isolate dai cuori post-ischemici. 
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Figura 4. Immagine di immunofluorescenza in cui sono riportati i progenitori (positivi per specifici 
fattori di trascrizione) ed i precursori (positivi per specifiche proteine strutturali) dei cardiomiociti 
(A), delle cellule muscolari lisce dei vasi (B) e delle cellule endoteliali (C-D), ottenuti in vitro dalle 
cellule primitive cardiache CD117(+).
*progenitori esprimenti i fattori di trascrizione, specifici per ciascuna linea cellulare.
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Figura 5.  Distribuzione del  numero di  progenitori  e precursori  derivati  dalle  cellule  CD117(+) 
solate dai cuori umani adulti normali e post-ischemici. Le barre corrispondono alla media±DS delle 




Figura 6.  Proliferazione e apoptosi delle  cellule primitive cardiache CD117(+) isolate  da cuori 
umani adulti normali (NC) e espiantati per insufficienza cardiaca post-ischemica (PC). Le barre 
corrispondono alla media±DS della percentuale di cellule positive per BrdU (A) o della percentuale 
di cellule apoptotiche (B).
*p<0,05.
36
Figura  7. Valutazione,  mediante  immunofluorescenza,  della  distribuzione  di  Notch  in  cellule 
CD117(+), normali e patologiche, in divisione mitotica (positive per Ki67). 
(A)  cellule  figlie  con equa distribuzione  di  Notch:  divisione  simmetrica.  (B) cellule  figlie  con 
differente distribuzione di Notch: divisione asimmetrica.
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Figura  8. Valutazione  della  proliferazione  e  dell’apoptosi  delle  cellule  CD117(+),  normali  e 
patologiche, in coltura su piastre rivestite, rispettivamente, con albumina, laminina-1, laminina-2, 
fibronectina e collagene I. L’albumina di siero bovino (BSA) è stata utilizzata come controllo. Le 
barre  corrispondono alla  media±DS della  percentuale  di  cellule  positive per  BrdU (A),  o  della 
percentuale di cellule apoptotiche (B).
*p<0,05.
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Figura  9.  Valutazione  qualitativa  della  composizione  proteica  del  cardiogel mediante 
immunofluorescenza.
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Figura  10. Valutazione  semi-quantitativa  della  composizione  proteica  del  cardiogel,  mediante 
immunoblotting.
40
Figura 11.  Proliferazione e apoptosi delle cellule primitive cardiache CD117(+) isolate dai cuori 
umani  adulti  normali  e  da  cuori  agli  stadi  terminali  dell’insufficienza  cardiaca,  in  coltura  sul 
cardiogel normale (CgN), sul cardiogel patologico (CgP), e su piastre prive di rivestimento proteico 
(CTR), utilizzate come controllo. Le barre corrispondono alla media±DS della percentuale di cellule 
positive per BrdU (A-B) o della percentuale di cellule apoptotiche (C-D).
*p<0,05 CgN vs CgP; 
#p<0.05 CgP vs CgN.
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Figura 12. Valutazione mediante immunofluorescenza dell’espressione delle catene integriniche α e 
β sulle cellule CD117(+) in coltura sul cardiogel normale (C) e patologico (A-B).
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Figura  13.  Valutazione  degli  effetti  del  blocco  delle  catene  integriniche  sulla  proliferazione  e 
sull’apoptosi delle cellule primitive cardiache CD117(+) isolate dai cuori umani adulti normali.
Tre  gruppi  di  cellule  CD117(+)  in  coltura  sul  cardiogel patologico  (CgP)  sono  stati  incubati, 
rispettivamente,  con  anticorpi  bloccanti  specifici  per  l’integrina  α2 (α2-block),  con  anticorpi 
bloccanti specifici per l’integrina α6, con anticorpi aspecifici dello stesso isotipo dell’anticorpo anti-
integina α2 e  dell’anticorpo anti-integrina α6 (CTR-Ab), e in assenza di anticorpo (CTR).
Tre  gruppi  di  cellule  CD117(+)  in  coltura  sul  cardiogel normale  (CgN)  sono  stati  incubati, 
rispettivamente,  con  anticorpi  bloccanti  specifici  per  l’integrina  β3 (β3-block),  con  anticorpi 
aspecifici dello stesso isotipo dell’anticorpo anti-integrina β3 (CTR-Ab), e in assenza di anticorpo 
(CTR).  Le barre corrispondono alla media±DS della percentuale di cellule positive per BrdU (A) o 
della percentuale di cellule apoptotiche (B).
*p<0,05 vs CTR; #p<0,05 CTR Ab vs i rispettivi anticorpi bloccanti.
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